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© Enzymatisches Verfafiren zur Vermlnderung des Genaltes an phosphorhaiUgen Bestandtelien In 
pflanzi u. tiertscnen Olen. 

© Der Gehaft an pnosphortialtfgen Bestandteften, inbesondere Phosphatides wie Lecithin, sowie der Eisenge- 
halt In pflanzSchen und tierischen, vorzugsweise vorentschteirnten 6 ten, z.B. Sojaol, werden erfindurajsgernSfl 
durch enzymatiscnen Abbau mlttels PhosphoHpase Ai , Az Oder B verminctert 
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Die Erfindung betriftt ein Vertahren zur Verminderung des Gehaites an phosphorhaKigen Bestandteiten 
in SpeiseSlen dutch enzymatischen Abbau und Abtrennung der Abbauprodukte. Der Begriff SpeiseSle 
umfaBt pttanzCche und tierische, vorzugsweise vorerrtschieimte Ole. 

5 Stand der Techntk 

Rones Sojaol und andere pflanzliche Rohole werden einer Vorentschleimung unterworfen, bei der 
Phosphatide, wie Lecithin, und andere hydrophPe Nebenbestandteile entfernt werden. Geschieht dies dutch 
Brtrahieren mlt Wasser, spricht man aucn von NaBentschleimung. Bet dieser Behandkmg verbieibt ein Teil 
io der Phosphatide im Ol. der unter dem Begriff "Nicht-hydratisierbare Phosphatide* (NHP) zusamrnengefaBt 
wird. FUr die Herstellung von Speiseoien ist es unertaBKch, diesen Anteil zu entfernen; nach herrschender 
Melnung soil der Phosphorgehait 5 ppm nicht Oberschreiten. (Vg!. Hermann Pardun. "Die Pflanzenlecrt- 
hine". Veriag fOr chemische Industrie H. Ztolkowsky KG, Augsburg, 1988, Serten 181-194) 

Die NHP entstehen durch die Wirkung pflanzeneigener Enzyme. Diese werden betm "Alcon-Verfahren" 
1$ durch Dampfbehandiung der Sojaflocken inaknviert so daB die Bildung der NHP unterbunden wird und bei 
der NaBentschleimung des rohen Oles der Phosphatidanteil nahezu vollstSndig entfernt werden kann. 

Aus dem vorentschieimten Ol kann mittels w90riger TensidtSsungen ein wesentlicher Teil der NHP 
extrahiert werden, jedoch kommt man in der Regel nicht unter 30 pprn Phosphor. Erfolgreicher ist die 
Behandiung mit SSuren oder Alkalten, erfordert jedoch viete Arbeitsschritte. 

Bekannt ist die Behandiung pflanzlicher und tierischer Ole mit Enzymen. wodurch enzymatisch 
spaltbare Bestandteile zu wasserlSslichen, teicht extrahierbaren Stoffen abgebaut werden soilen. So werden 
nach DE-A 16 17 001 Fette fUr ole Selfenherstellung mit proteolyttschen Enzymen desodoriert. Zur KI3rung 
von PflanzenSten werden gemSP GB 1 440 462 amylorytische und pektoiytische Enzyme eingesetzt. Nach 
EP-A 70 269 werden tierische Oder pflanzliche Fette oder Ole Im rohen, halbaufbereiteten oder raffinierten 
Zustand mit einem oder mehreren Enzymen behandelt, urn aile Bestandteile, die keine Glyceride sind, zu 
spalten und abzutrennen. Als geeignete Enzyme werden Phosphatases Pektinasen, ZeBulasen, Amylasen 
und Proteasen erwfihnt Ais Beispiei einer Phosphatase wird PhosphoSpase C genannt. Die Anwendung von 
Enzymen zur Voflentiecithinierung oder Totalentschteimung, wie man die NHP-Entfernung aus vorent- 
schieimten Olen auch nennt ist nicht bekannt. 
30 Die Natur der NHP ist nicht genau bekannt. Nach Pardun (loc.cit) handeh es sich urn Lysophosphabde 
und PhosphatidsSuren bzw. daraus gebildete Calcium- und Magnesium-Salze, die durch den Abbau von 
Phosphatide unter der Einwirkung pflanzeneigener Phospholipasen entstehen. 

Aufgabe und LSsung 

35 

Ziel der Erfindung ist ein enzymatisches Verfahren zur Verminderung des Gehaites an phosphor- und 
eisenhattigen Bestandteilen in vorentschieimten Olen. 

Es wurde gefunden, daB sich die Behandiung der vorentschieimten Ole mit einer Phospholipase A,, As 
oder B fOr diesen Zweck eignet. Es wurden Phosphorgehalte unter 5 ppm und Bsengehalte unter 1 ppm 
40 errefcht Der niedrige Bsengehalt ist fOr die StabHi&t des Oles von Vorteil. Die Verminderung des 
Phosphorgehatts ist tnsofem uberraschend. als Enzyme vom Typ der Phospholipasen fOr die Bildung der 
NHP verantwortlich gemacht werden. Mit Phospholipase C oder D laflt sich das Verfahrensziel nicht 

erreichen. , 

Gegenstand der Erfindung ist daner ein Verfahren zur Verminderung des Gehaites an phosphorhaHigen 
45 Bestandteilen in Speisedten durch enzymatischen Abbau, bei dem ate Enzym eine waBrige Losung einer 
Phospholipase Ai , As oder B eingesetzt und die wSBrige Phase von dem behandelten Ol abgetrennt wtrd. 

AusfGhrung der Erfindung 

Da o5e Phospholipasen Ai, Az oder B Lecithin angreifen wOrden, ist es nicht sinnvoll, hoch lecithinhalti- 
ge Ole wie rones Sojaol, in dem erfindungsgemSBen Verfahren einzusetzen. Ausgangsstoff sind daher 
vorentschteimte Ole, die sich in der Regel durch einen Phosphorgehait zwischen 50 und 250 ppm 
auszeichnen. Ole schwankender GuafitSt k6nnen auf der gtetehen Antege verarbeitet werden. Vorzugsweee 
werden vorentschleimte Ole, vor altem Sonr»rtbfumen3l, RapsSI und insbesonoere Sofaol eingesetzt Em 
vorherige Trocknung des Ols ist errtbehnlch. . 

Die PhosphoBpase wird zweckmaBig m wSBriger Losung eingesetzt, die m dem Ol so fetn wie mdgBcn 
emulgiert wird. Die enzymatische Reaktion dOrfte an der Grenzfl3che zwischen der Olphase und der 
Wasserphase stattfmden. Sie wird durch intensive Mischung, z.B. durch turbutentes ROhren und zusatzficn 


50 


2 


EP 0 513 709 A2 


durch den Zusatz von Tensiden gefSrdert. Die Abbauprodukte der HHP haben eine hohere Hydrophifie und 
gehen daher in die Wasserphase Gber. Ste werden daher ebenso wte die MetalDonen glefchzeltlg mrt der 
Wasserphase aus dam Cl entfernt 

Phospholipase At , Ac und B sind bekannte Enzyme; (VgL Pardun, toccit. Seiten 135-141). Phosphoflpa- 

5 se At spattet die Fettsaureestergruppe am Ci -Atom eines PhosphonpidmotekOls. Sie findet sfch z.B. in der 
RatterUeber und im Schwetnepankreas. Aus Schimmetpilzkufturen von Rhizopus arrhizus konnte efn Enzym 
mrt Phospholipase- At -Aktivftat isoliert werden. 

Phosphottpase As, die frOher auch afs Lecithtnase A bezefchnet wurde, spaJtet die Fettsaureestergruppe 
am C2-Atom elnes PhosphoiipidmolekQls. Sie tritt, meist vergesellschaftet mit anderen PhosphoHpasen, In 

io fast alien Tier- und Pflanzenzeilen aut Reichlich findet sie sich Im Schlangengift der Klapperschlange und 
der Kobra, sowie Im Bienen- und Skorptongift Technisch kann ste aus PankreasdrOsen gewonnen werden, 
nachdem aktrvitatsinhibierende Begfertproterne mit Trypsin abgebaut worden sind. 

Phospholipase. B kommt in der Natur weitverbreitet vor. Sie wirkt aut das durch Phospholipase Ai- 
Bnwtrkung entstandene Lysotecithin durch Abspaltung des zweiten FettsSureesterrestes ein. Zum Teil wird 

is sie auch als Gemisch der Phospholipasen At und A2 angesehen. Sie kommt in der Rattenteber vor und 
wird auch von manchen Schimmelpilzen, wie Penicillium notatum, erzeugt 

Phosphofipase Ae und B sind als Handelsprodukte erhawich. FOr die technische Artwendung 1st der 
Ertsatz gereinigter Enzyme in der Regel nicht erforderlich. FOr das Verfahren der Erfindurtg etgnet sich ein 
Phospholipase-Praparat, das aus gemahtenen PankreasdrOsenbrei gewonnen wird und vor ailem Phospholi- 

20 pase As enthSft. Das Enzym wird - je nach Aktivitat - in Mengen von 0,001 bis 1 Gew.-%, bezogen auf Of. 
etngesetzt. Elne gute Verteilung des Enzyms im 6l wird gewahrteistet, wenn es in einer Wassermenge von 
0,5 bis 5 Gew.-%, bezogen auf 6l, gefost und in dieser Form in dem 5) zu Tropfchen von weniger als 10 
Mikrometer Durchmesser (Gewtchtsmittelwert) emukpert wird. Turbulentes ROhren mit Radfafgeschwlndig- 
kerten Ober 100 cm/s hat sich bewShrt Stattdessen karm das 6l mit HiWe einer extemen Kreiselpumpe im 

25 Reaktor umgewalzt werden. Auch mittels UitraschaDeinwirkung I20t sich die enzymatische Reaktion fardern. 
Die Enzymwirkung wird durch den Zusatz einer Saure, vorzugsweise einer organ ischen CarbonsSure, 
gesteigert, die vor oder nach der Enzymbehandlung, am besten jedoch gleichzeitig zugegeben werden 
kann. CHronens3ure ist bevorzugt Sie kann in Form der freien S2ure oder als Puffer system in (Combination 
mit ihrem Salz, wie einem Aikalisalz (z.B. Natrfurncitrat), einem Erdafeafisak (z.B. Cateiumcrtrat) oder einem 

30 Ammonium salz, etngesetzt werden. Geeignete Mengen sind 0,01 - 1 Gew.-%, baz. auf 0l, optima) 0,1 Gew.- 
%. MH der SSure wird der pH-Wert auf einen Wert von 3 bis 7, vorzugsweise von 4 bis 6, eingesteilt Das 
Optimum Begt etwa bei pH 5. Oberraschenderweise ist dieser pH-Wert auch dann optima), wenn die 
Phospholipase in Form eines Enzymkomplexes aus Pankreas etngesetzt wird. Der Pankreas-Enzymkomplex 
hat sonst ein pH-Optimum von 8 und ist bef pH 5 kaum noch wiricsam ist Anscheinend stent sich an der 

35 Phasengrenzflache, wo die Enzymwirkung eintritt, ein hoherer pH-Wert als innerhatb der w9£rigen Phase 
ein. 

Urn die Phospholipasen Ai , A2 und B aus fetthaftigem Pankreatin oder Pankreasprodukten in Losung zu 
bringen, sind emulgrerende Zusatze hiifretch. Geergnet sind wassertasHche Emutgatoren, insbesondere 
sotche mrt einem H LB- Wert Ober 9, wie Na-Dodecylsutfat Es 1st in einer Menge von z.B. 0,001 Gew.-%, 

<o bezogen auf Ol, wtrksam, wenn es der Enzym 15 sung vor dem Emulgieren Im 6l zugesetzt wird. 

Der Zusatz weiterer Enzyme, vor aflem Protelnasen und Amylasen, wirkt sich oft vorteilhaft aus. Auch 
ProteinzusStze kormen durch eine gewisse Tenstdwtrkung vorteilhaft sein 

Die Temperatur bei der Enzymbehandlung ist nicht kritisch. Temperature* zwischen 20 und &0PC sind 
geetgnet Optimal ist eine Temperatur von 50°C, jedoch kann kurzzeitig auch bis 70°C erwarmt werden. Die 

46 Behandlungsdauer hSngt von der Temperatur ab und karm mit zunehmender Temperatur kOrzer gehaiten 
werden. Zeiten von 0,1 bis 10, vorzugsweise 1 bis 5 Stunden sind in der Regel Busretchend. Besonders 
bew§hrt hat sich ein Stufenprogramm, bei dem die erste Stufe bei einer Temperatur von 40 bis 60°C und 
die zweite Stufe bei einer hdheren Temperatur im Bereich von 50 bis 80°C ausgefQhrt wird. Beispieteweise 
wird zuerst 3 Stunden bei 50°C, dann eine Stunde bei 75°C gerOhrt 

50 Nach AbschhiB der Behandhing wird die Enzymlosung mftsamt der darin aufgenommenen Abbaupro- 
dukte der HHP von der Olphase abgetrennt, vorzugsweise durch Zentrifugferen, Da sich die Enzyme durch 
eine hone StabiStSt auszeichnen und ale Menge der aufgenommenen Abbauprodukte gering 1st, kann die 
gtelche Enzymf5$ung rnehrmals wiederverwendet werden. 

Vorzugsweise wird das Verfahren korttinuterlich durchgefOhrt Bei einer zweckm§6tgen kontinuteriicher 

55 Arbeitsweise wird das Ol in einem ersten MtschgefaiJ mit der Enzymldsung emufgiert, in einem oder 
mehreren nacrrfotgenden Reaktionsgefa^en, gegebenenfalls bei steigender Temperatur, unter turbulenter 
Bewegung reagteren getessen, und anschfieBend in einer Zentrifuge die wa*$rige EnzymlSsung abgetrermt 
Urn erne Anreicherung der Abbauprodukte in der EnzymlSsung zu vermeiden, kann ein Teil davon laufend 
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durch frische Enzymlosung ersetzt und der Rest In den Prozefl zurOckgefOhrt werden. 

Das gewonnene C>\ hat einen Phosphor-Gehatt unter 5 ppm und 1st damit zur phystka&schen Raffination 
2u Speisedi geeignet. Dank des erreichten niectrtgen Etsengehattes hat es gute Voraussetzungen, urn beim 
Raffinteren eine hone Oxydatfonsbestandigkeit zu errefchen. 

5 

BBSPIELE 
Beisptel 1 

to 1 I na/Jentschteimtes SojaSI mil einem Rest- Phosphorgehatt von 130 ppm wind in einem Rundkolben auf 
50°C erw3rmt 0,1 g einer reinen Phosphollpase A2 mil einer AktivHat von 10 000 Bnheiten/g (t 
Phosphollpase-A2-Emhett eetzt bei 40°C, pH 8 aus Bgelb 1 Mikro-Mol Feature pro Minute frei), 1 g Na- 
Citrat, und 20 mg Na-Dodecylsuffat werden in 33,3 g Wasser gelost, mit Citronens5ure auf pH 5.2 
etngestettt und die LB sung In dem 6l zu Tr5pfchen mft einem Durchmesser von 0,1 Mikrometer emutgiert 

15 Zu dtesem Zweck wtrd das 5l mittels einer extemen Kreisefpumpe etwa 3 mal pro Minute umgewalzt Nach 
einer Behandiungsdauer von 3 Stunden wird in einer abzentrifugierten Probe ein NHP-Gehaft von 34 ppm P 
gefunden. Nach Steigerung der Temperatur auf 75°C und einstOndiger Weiterbehandlung ist der NHP- 
GehaJt auf 3 ppm P gesunken. Das so behandette 01 kann nunmehr zur physikalischen Raffination 
etngesetzt werden. 

20 

Beispiel2 

Das Verfahren gem30 Beisptel 1 wird mit dem Unterschied wiederhoit. dafl anstelle von Phosphofipase 
A 2 1 g eines Phosphofipase B-Pr§parats aus Cortidum species (Firm a Amano, Versuchsprodukt ohne 
25 Aktivftatsangabe) etngesetzt wird. Der Phosphorgehatt im Soja6*l wird auf unter 1 ppm reduziert 

Vergleichsversuche 

Das Verfahren gemafl Beisptel 1 wird mit dem Unterschied wiederhoit dafl anstefle von Phosphofipase 
so As 1 g eines PhosphoOpase OPraparats (Firma Amano Pharmaceutical Co, Ltd., Nagoya, Tokyo. Japan, 
Versuchsprodukt ohne AMivrtatsangabe) etngesetzt wird. Der Phosphorgehalt im SojaSI vermindert sich nur 
auf 45 ppm. 

Bei Bnsatz von 1 g eines Phosphofipase D-PrSparats mit einer Aktivtta*t von 1250 Phosphoflpase- 
Einheiten pro Gramm (Firma Sigma Chemie GmbH, Defsenhofen) wurde ein Phosphorgehart von 48 ppm 
35 erreicht Der Bnsatz von 1 g einer sauren Phosphatase (Firma Sigma Chemie GmbH, Deisenhofen) ergab 
einen Phosphorgehalt von 47 ppm. 

Etwa der gteiche Phosphorgehalt wird gefunden, wenn das Verfahren ohne Enzymzusatz durchgefChrt 
wird. 

40 Befspiel 3 

1 I naSentschleimtes Sojadl mit einem Rest-Phosphorgehaft von 110 ppm wird in einem Rundkolben auf 
75°C erwSrmt Unter starkem RQhren mit einem ROgeirOhrer von 5 cm Durchmesser bei 700 UpM werden 
10 ml Wasser, enthaitend 1 g CilronensSure, zugesetzt und 1 Stunde wettergerOhrt Dartn wird auf 40°C 
45 abgekOhlt und eine Ldsung von 0,1 g Phosphofipase ^ der in Beispiel 1 angegebenen Quafitat sowie 50 
mg C^ldumchlorid in 20 mi 0,1 moJarem Acetatpuffer pH 5,5 zugegeben. Nach weiteren 5 Stunden 
intensrver ROhrung wird die Wasserphase abzentrifugiert Das erhaitene 6l enthait 2 ppm P und ist zur 
physJkafischen Raffination geeignet. Die VerSncterung der anderen Kennzahten geht aus folgender Tabelie 
hervon 

50 
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7. Verfahren nach einem Oder mehreren der AnsprOche 1 bis 6, dadurch gekennzeichnet, daB vorent- 
scWeimtes So]a61 verarbeitet wird. 

& Verfahren nach einem oder mehreren der AnsprOche 1 Ws 6. dadurch gekennzeichnet. daB vorent- 
schteimtes Raps- oder Sonnenblumendl verarbeitet wird. 

91 Verfahren nach einem oder mehreren der AnsprOche 1 bfs 8, dadurch gekennzeichnet. daB die 
PhosphoHpase in Form einer wSBrfgen L5sung eingesetzt wird und die I6sung in dem 6\ zu Tr&pfchen 
einer Gr&Be unter 10 Mikrometer emulgiert wird. 

10. Verfahren nach Anspruch 9, dadurch gekennzeichnet. daB die waBrige Losung der Phospholipase nach 
der Einwirkung von dem behandeften 01 abgetrennt und emeut verwendet wird. 

11. Verfahren nach einem oder mehreren der AnsprUche 1 bis 10, dadurch gekennzeichnet. daB es 
ts chargenweise durchgefOhrt wird. 

12. Verfahren nach einem oder mehreren der AnsprOche 1 bis 10, dadurch gekennzeichnet, da0 es 
kontinuierlich durchgefUhrt wird. 

20 13* Verfahren nach einem Oder mehreren der AnsprOche 1 bis 12, dadurch gekennzeichnet daB es in 
zweistuftg durchgefUhrt wird und daB die erste Stufe bei einer Temperatur von 40 bis 60*C und die 
zweite Stufe bei einer hdheren Temperatur im Bereich von 50 bis 80°C ausgefuhrt wird. 

14. Verfahren nach einem oder mehreren der AnsprOche 1 bis 13, dadurch gekennzeichnet, dafi zusStzHch 
25 Zftronensaure eingesetzt wird. 

15. Verfahren nach einem oder mehreren der AnsprOche 1 bis 14, dadurch gekennzeichnet, dafl gteichzei- 
tjg rnit der Verminderung des Gehalts an phosphorhattigen Bestandteilen auch der Eisengehalt des 
Oles vermindert wird. 
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© Enzymatisches Verfahren zur Verrrtlnderung des Gehaltes an phosphorhaftlgen BestandteElen m 
pflarat u. Uertschen Olen. 

© Der GehaJl an phosphorbaWgen Bestandteiten. 
inbesondere Phosphatides wie Ledthin, sowie der 
Eteengehaft in pftenzflchen und Uertschen, vorzugs- 
wetse vorentschleimten 6len. z.B. Sojao), werden 
er6ndungsgem5B durch ertzymatischen Abbau mit- 
tefe Phospho&pase Ai , A2 oder B vermindert 
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